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(57) Abstract 

The invention relates to the use of hyperforin for 
treating cancers and/or precanceroses. The invention 
also relates to a hyperforin-containing ointment or 
cream and the production and application thereof. Said 
hyperforin-containing ointment or cream is also suitable 
for treating inflammatory skin diseases, aged skin and 
bacterial skin diseases as well as skin diseases in the 
field of veterinary medicine. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft die Verwendung von 
Hyperforin zur Behandlung von Krebserkrankungen 
und/oder Prakanzerosen. AuBcrdem betrifft die 
Erfindung einc Hyperforin-haltige Salbe Oder 
Creme, deren Herstellung und Anwendung. Die 
Hyperforin-haltige Salbe oder Creme eignet sich auch 
zur Behandlung von entzUndlichen Hauterkrankungen, 
Altershaut und bakteriellen Hauterkrankungen sowie 
Hauterkrankungen im Bereich der Veterin armed iz in. 
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Hyperforin als Zytostat ikum sowie Hyperf orin-Salbe 
Oder -Creme als Applikat ions form 



Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von 
Hyperforin als Zytos tatikum sowie eine Hyper for in-Salbe oder 
-Creme, die sich als Appl ikations f orm fiir das Hyperforin 
eignet . 

Hyperforin zahlt neben den Hyperizinen zu den 
charakteristischen Inhal tsstof f en des Johanniskrauts 

(Hypericum perforatum L.)/ das dariiber hinaus allgemein im 
Pf lanzenreich vorkommende Inhaltsstof f e wie Flavon- und 
Flavonolderivate, Rutin, Hyperosid, Xanthonderivate , 

Amentof lavon, Biapigenin und atherische Ole enthalt. 

Johanniskraut und Johanniskrautausziige werden schon seit 
geraumer Zeit in der Medizin und der Volksmedizin als 
Arzneimittel fiir verschiedens te Indikationen eingesetzt . 
Neuerdings wird der Bestandteil Hypericin als Wirkstoff auch 
isoliert in Arzneimi tteln verwendet (L. Roth, Hypericum, 
Hypericin, Ecomed Arzneipf lanzen-Monographie, Ecomed , 

Landsberg/Lech, 1990 ) . 
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Die Monographie "Hyperici herba ( Johanniskraut ) , die \'on der 
Kommission E des friiheren Ges undhei t samtes ant 5.12.1984 
publiziert wurde, nennt als Anwendungsgebiet fur Hypericum- 
Praparate {intern als Tropfen oder Tabletten): 

" Psychovegeta t ive Storungen, depress ive Vers t immungs zus t and e , 
Angst und/oder nervose Unruhe". In zahlreichen 

plazebokont rol 1 ierten Studien wurde die den t r i zy k [ i sc hen 
Antidepress iva vergleichbare ant idepress ive Wirksamkeit des 
Johanni s kraut s belegt , 

Als Hausmittel wird insbesondere das Johanniskrautol zur Wund- 
und Schmerzbehandlung und bei Verbrennungen eingesetzt 
( L . Roth a . a . 0 . ) • 



Als Wirkstoff des Johanniskrautols wurde zunachst aufgrund der 
charakter is t ischen roten Farbe und Fluoreszenz des 01s 
Hypericin angenommen . Die Formel von Hypericin ist im 
f olgenden wiedergegeben : 



OH O OH 




OH O OH 



Neuere Untersuchungen der Zusaminenset zung von Johanniskrautol 
haben jedoch ergeben, daf*> es tatsachlich kein Hypericin 
enthalt, sondern sog. Olhypericine, welche lipophile 
Lyseprodukte des Hypericins darstellen. AuBerdem enthait 
Johanniskrautol Hyperforin (P. Maisenbacher et al., Planta 



wo 00/30660 



3 



PCT/EP99/09067 



Med. 58:35 1-354 ( 1992) unci B. Hellwig, DAZ 137, 29, SeJ Len 35- 
36), dessen Formel im foigenden wiedergegeben ist: 




Hyper for in hat als Wirkstof f Interesse als ant i depressive 
Subs t an z erweckt ( Pharmacopsychiatry 1998, Vol. 31, Supplement 
1, Seiten 1-60). Dariiberhinaus ist Hyperforin antibakteriell 
wirksam (A. I. Gurevich et al . , L. Antibiotiki, 16:510-513 
(1971) ) . 

Stabile Extrakte aus Hypericum perforatum L. sind aus der DE 
197 14 450 und der DE 196 46 977 bekannt . 

Die DE 195 47 317 offenbart ein antivirales Medikament auf der 
Basis von Wirkstoffen des Johanniskrauts , das 1-50% Hypericin 
Oder Pseudohypericin enthalt. 

Die EP-A-0 599 307 offenbart einen Trockenext rakt aus 
Johanniskraut mit erhohtem Hyper forin-Gehal t sowie dessen 
Verwendung zur Hers tel lung psychovegetativ und an t i depress iv 
wirksamer Arzneimittel . 

Neben Johanniskrautol sind Salben bekannt, die neben 
verschiedenen anderen Heilkrautern Hypericum in geringer 
Konzent ra t ion enthal ten . Hierzu gehoren beispielsweise 
"Unguentum Truw" zur Wundbehandlung und die Homoopat i ka 
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"Traumeel S", ein An t i ph 1 og i s t i kum , and "Atemaron N R30 , ein 
Anaigetikuni/Antirheumatikum. Es ist nicht bekannt, oh diese 
Salben Hyperforin enthalten. Wegen der I ns t ab i .1 i t a t von 
Hyperforin muB jedoch davon ausgegangen werden , daH Hyperforin 
nicht Oder nur in geringen Mengen enthalten ist, wenn der 
Extrakt nicht unter Lichtschutz und Ox ida t ions schu t z 
hergestellt, aufbewahrt und verarbeitet ist. In einem 
handelsubl ichen Hyper icum-Extrakt (Hyperforat) z.B. ist 
Hyperforin nicht nachweisbar. 



Bei der topischen Anwendung und insbesondere bei der 
Behandlung entzundl ic her Hau terkrankungen hat das bekannte 
Johanniskrautol den Nachteil, daB es aufgrund seines 
Fettgehalts nur in begrenztem Umfang einsetzbar ist und sich 
beispielsweise fiir die Behandlung von Ekzemen nicht eignet. 
Dariiber hinaus sind nur fettlosliche Bestandteile des 
Johanniskrauts in dem 01 enthalten, nicht jedoch 
beispielsweise Hypericin . 

Zytostatika hemmen das Wachstum von insbesondere schnell 
wachsenden Zellen, wie sie in Tumoren und Leukamien vorliegen. 
Daher eignen sie sich als Chemotherapeut ika gegen Krebs . 
Zahlreiche Chemotherapeut ika sind bekannt, jedoch weisen diese 
Verbindungen auch Nachteile auf. Insbesondere treten bei der 
Behandlung mit bekannten Chemotherapeut ika starke 

Nebenwirkungen auf, und die meisten Chemotherapeut ika weisen 
nur gegeniiber bestimmten Tumorzel 1 inien eine bef riedigende 
Akt ivitat auf . 



Daher besteht weiterhin ein Bediirfnis nach zusatzlichen fiir 
die Krebsbehandlung geeigneten Verbindungen. 

Eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht somit darin, 
ein weiteres Chemotherapeut i kum zur Behandlung von 
Krebserkrankungen zur Verfugung zu stellen. 



Eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht darin, 
eine pharmazeut ische Formulierung fiir das Chemotherapeut ikum 
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zur Verfiigung zu stellen, die die genannten Nachteile nicht 
aufweisL. Tnsbesondere soli sich die Formu 1 iening an 
verschiedene Hautzustande anpassen lassen. 

Es wurde nun uberraschend gefunden, daB Hyperforin auf 
Tumorzeilen eine prol i f era t i onshemmende Wirkung ausiibt und 
Apoptose in Tumorzeilen auslosen kann. 

Die vorliegende Erfindung betrifft somit die Verwendung von 
Hyperforin zur Herstellung eines Arzneimi ttels zur Behandlung 
von Krebserkrankungen ( Primartumore und Metastasen) und/oder 
Prakanzerosen ( Krebsvorstuf en ) . 

Unter Krebserkrankungen werden vorliegend insbesondere maligna 
Tumore sowie Lymphome und Leukamien verstanden. 

Hyperforin ist jedoch auch gegen Metastasen, wie Metastasen 
des malignen Melanoms (schwarzer Hautkrebs ) besonders wirksam. 

Hyperforin hat sich auch gegeniiber epithelialen Tumoren wie 
epithelialem Hautkrebs als wirksam erwiesen. Hierbei handelt 
es sich urn einen langsam wachsenden Hautkrebs, der einer 
topischen Behandlung gut zuganglich ist. Der epitheliale 
Hautkrebs wird auch Spinaliom, Plattenepithelkarz inom oder 
Stachelzellkrebs genannt . Dariiber hinaus eignet sich 
Hyperforin zur Behandlung von Krebsvorstuf en (Prakanzerosen), 
wie beispielsweise solaren Prakanzerosen. 

Dariiber hinaus eignet sich Hyperforin zur Behandlung von 
Mamma-Karz inomen (Brustkrebs) . 

In der Praxis ist die Verwendung von Hyperforin insbesondere 
bei Lymphomen/Leukamien , schlecht operablen Tumoren und fiir 
die adjuvante Behandlung von Metastasen interessant. 
Insbesondere bei dem malignen Melanom zeigen alle hislang 
hierfiir verfugbaren Therapien nur sehr maBige Erfolge. 
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Fur die Behandlung systemischer Tumore und von Metastasen kann 
Hyperfonn intravenos verabreicht werden. Fiir die jntravenose 
Appiikation kann der 1 yoph i 1 i s ie r te oder getrocknete Wirkstoff 
beispiel sweise frisch in phys iologischer Kochsa 1 z losung 
aufgelost und sofort injiziert bzw. infundiert v;Grden. Der 
Wirkstoff kann jedoch auch oral, be i spi e 1 swe i se in 
Tablettenf orm verabreicht werden. 

Hyperforin eignet sich aber auch fur die lokaie Anwendung 
beispielsweise durch intra- oder peritumorale Injektion oder 
Instillation (z.B. auch endoskopisch ) . Hierfiir kann der 
Wirkstoff beispielsweise wie vorstehend fiir die intravendse 
Appiikation beschrieben bere i t ges tel 1 t werden. Vorteilhaft 
kann der Wirkstoff jedoch auch durch epikutane Appl ikation 
beispielsweise in Cremeform angewandt werden, wobei sich diese 
Anwendungs f orm beispielsweise zur Behandlung von solaren 
Prakanzerosen besonders eignet. 

Fiir die lokaie, epikutane Appiikation kann der Wirkstoff 
beispielsweise in Ethanol gelost und in eine fette 
Salbengrundlage eingearbei tet werden. Diese kann okklusiv 
(unter Folie) beispielsweise fiir 24 Stunden auf den Tumor 
einwirken. Besonders bevorzugte Salben und Cremen werden im 
folgenden genauer beschrieben. 

Bei der Aufbereitung des Wirkstoffs muB beachtet werden, dafi 
es sich um eine lichtempf indliche Substanz handelt, die sich 
leicht zersetzt. Daher muB bei der Gewinnung, Lagerung und 
Verabreichung auf einen ent sprechenden Lichtschutz geachtet 
werden . 

Bei der er f indungsgemaBen Behandlung von Krebserkrankungen 
und/oder Prakanzerosen mit Hyperforin sollte die 
Hyper for inkonzentrat ion am Wirkort so hoch sein, daH eine 
antiproliferative bzw. Apoptose-induzierende Wirkung eintritt. 
Die hierfiir notwendige Konzentrat ion kann je nach Art des 
behandelten Tumors variieren und vom Fachmann leicht bestimmt 
werden. Vorteilhaft ist beispielsweise bei intra tumora ler 
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InjektLon eine Hyper f or inkonzent rat ion in der verabreichten 
Losung von 50 Mg/ml und bei epikutaner Appiikation eine 
Wirkstof f konzentration von 100 ^ag/ml . Bei sys temischer 
Anwendung sollte der Wirkstoff in solchen Mengen injiziert 
werden , daB Plasmaspiegel von mindestens 50 Mg/ml erreicht 
werden . Dies entspricht einer Hyper for inmenge von etwa S mg/kg 
Korpergewicht des Patienten. 

Als ein weiterer Aspekt dieser Erfindung wurde gefunden, daB 
sich Hyper for in vorteilhaf t in einer pharmazeuLischen 
Forinul ierung in Form einer topischen Salbe oder Creme, die 
mindestens 15 ng/ml Hyperforin enthalt, verabreichen laBt. 



Die Salbe oder Creme sollte eine mogl ichs t hohe 
Wirkstof f konzentration enthal ten, bevorzugt im Bereich von 
0,02-20 mg/ml Hyperforin, bevorzugter im Bereich von 1-20 
mg/ml und besonders bevorzugt etwa 10 mg/ml (1% Hyperforin) . 

Neben dem Wirkstoff Hyperforin kann die erf indungsgemaBe Salbe 
Oder Creme zusatzlich Hypericine als weitere Wirkstoffe 
enthalten. Die Konzentration der Hypericine in der Salbe oder 
Creme sollte dabei in Summe mindestens 15 |ig/ml, bevorzugt 20- 
150 Mg/ml betragen. Unter Hypericinen werden vorliegend 
Hyper ic in und des sen pharmazeut isch wirksamen Derivate 
verstanden . Hierzu gehort insbesondere Pseudohyper ic in , das 
sich von Hypericin dadurch unterscheidet , da/5 eine 
Methylgruppe durch Hydroxymethyl ersetzt ist. 

Die genannten Wirkstof fe konnen entweder als Reinsubstanzen in 
die Salbe oder Creme eingebracht werden oder in Form eines 
Johannis kraut ex trakts def inierter Konzentration . Die 

erf indungsgemaBe Salbe oder Creme umfaBt dabei bevorzugt auBer 
Johanniskrautextrakt keine weiteren P f lanzenextrak te . 

Beispielsweise eigne t sich zur Herstellung der 

erf indungsgemaBen Salbe oder Creme ein Johanniskrautextrakt , 
der mindestens 200 ug/ml Hyperforin und mindes tens 200 Mg/ml 
Hyper ic ine enthalt. Bevorzugt enthalt der verwendete Fxtrakt 
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200- 100.000 \.iq/n\lf i ns bes onde r e etwa 1000 ^q/ml Hyperfr>rin and 
200- 1000 Mg/rnl Hpericine. Bel diesen Wirks tof f konzent: t i onen 
im Extrakt sollte die er 1 i. ndu ngs gemaBe Salbe oder Creme 
mindestens 5 Gew.-% des Extrakts enthalten. Vorteilhaft kann 
eine er f indungsgemafie Salbe beispiel sweise etwa 15 Gew.-% des 
Extrakts enthalten und eine er f i ndungsgemafie Creme etwa 10 
Gew.-°e des Extrakts. 

Der auf Hyperforin und Hypericin s tandardis ierte Gesamtextrakt 
sollte ein et hanol ischer oder ein mit Ethanol versetzter 
Extrakt sein. Hierbei kann es sich beispielsweise um im Handel 
erhaitliche Gesamtext rakte (Tinkturen) handeln. Der 

Ethano Igehal t liegt bevorzugt zwischen 20 und 60 v/v, 
bevorzugt bei 40-50% v/v . Diese Anf orderungen erfiillt 
beispielsweise ein Gesamtextrakt der Firma Caelo, der 
erf indungsgemafi bevorzugt eingesetzt wird und der 240 yxq/ml 
Hyperforin und 300 fig/ml Hypericin enthalt. 

Prinzipiell sind auch wafirige Extrakte^ C02-Extrakte oder 
Fr ischpf lanzenaus ziige geeignet, insofern sie die Anf orderungen 
an den Wi rks tof f gehalt erfiillen. 

Die qualitative und quantitative Analyse des fiir die 
er f indungsgemaBe Salbe oder Creme verwendeten 

Johannis kraut extrakts erfolgt mittels Hochdruck-Fliis s igke i ts- 
Chromatographie ( HPLC ) (P. Maisenbacher et al . , Planta Med. 
58:351-354 (1992)). Zur Messung der Gesamthyper ic ine wird das 
photometr ische Verfahren nach dem "Deutschen-Arzneimit tel- 
Codex" ( DAC ) verwendet . 

Die er f indungsgemaBe Salbe oder Creme kann neben dem Wirkstoff 
Oder den Wirkstoffen verschiedene pharmazeut isch vertragliche 
Creme- bzw. Salbengrundlagen umfassen. Hierzu gehdren 
beispielsweise weiBe Vaseline, dickf liiss iges Paraffin, 
Wol Iwachs , Ascorbylpalmita t , Glycerolmonos tearat 6 0 , 

Tocopherol (Vitamin E), Cety lalkohol , mittel ket tige 

Triglyceride, gelbes Wachs, Propylenglycol , Macrogo 1 - 1 000- 
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glycerolmonostearat, Z itronensaure , Ascorbinsaure und andere 
Konserv ierungsstof f e und dest .1 1 1 iertes Wasser. 

Eine bevorzugte er f indungsgeinaBe Salbe umfaBt etwa 15 Gew.-% 
JohanniskrautGxtrakt sowie weiBe Vaseline, dickf 1 iiss iges 
Paraffin, Wollwachs und Ascorbylpalmitat jeweils in geeigner 
Menge . 

Eine bevorzugte erf indungsgemafte Creme umfafit etwa 10 Gew.-% 
Johanniskrautextrakt sowie weiBe Vaseline, Glycerolmonostearat 
60, Cetylalkohol, mittelkett ige Triglyceride, gelbes Wachs , 
Propylenglykol, Macrogol - 1000-glycerolmonos tearat , 

Zitronensaure und Wasser jeweils in geeigneter Menge. 

Die vorliegende Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur 
Herstellung einer topischen Salbe oder Creme, worin man 
Hyperforin und gegebenenf alls Hypericine oder einen 
Johanniskrautextrakt, der mindestens 200 yxq/ml Hyperforin und 
mindestens 200 ug/ml Hypericine enthalt, so mit iiblichen 
pharmazeutisch vertragl ichen Hilfsstoffen vermischt, daB man 
eine Salbe oder Creme mit einem Mindestgehal t von 15 tig/ml 
Hyperforin und gegebenenf alls mindestens 15 ng/ml Hypericine 
erhalt . 

Bei Verwendung eines Johanniskrautextrakts zur Herstellung der 
erf indungsgemafien Salbe oder Creme mufi dieser zum Schutz des 
Hyperforins vor Oxidation bis zu seiner Verarbeitung unter 
Schutzgas (z.B. Argon) fest verschlossen und 1 ichtgeschutzt 
auf bewahrt werden. 

Die erfinaungsgemaBe Salbe oder Creme eignet sich 
beispielsweise zur Behandlung von Krebserkrankungen , 
lakanzerosen, entzundlichen Hauterkrankungen, Altershaut und 
bakt-riellen Haut inf ekt ionen . Die Salbe ist aufgrund der 
fetten Grundlage insbesondere bei trockenen, schuppenden 
H....tverand-r ngen, die mit Juckreiz oder Entziindungen 
-inhergehe:., indiziert. Der bevorzugte Wirks to f f geha 1 1 der 
.albe (15 Gew.-%) ist etwas hoher als der bevorzugte 
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Wi rks to f f geha 1 t der Creme (10 Gew.-%)/ die sich aufgrund des 
amphiphilen Charakters bosonders zur Behandlung akutei- bis 
subakuter ekzematoser Hau tveranderungen eignet . 

Die er f indungsgemaBe Salbe eignet sich somit insbesondere zur 
Behandlung von chronischen, auch super inf i z ier ten Fkzemen, 
Exs ikka t ionsekzemen , hyperkeratot ischen Hand- und FuBekzemen, 
subakute bis chronische atopische Derinatitis ( Neu roderm i t is ) , 
Lichen simplex, Kontak tekzemen , Prurigo simplex subacute und 
andere Prurigo-Arten und Psoriasis vulgaris vom Plaque-Typ 
sowie der Altershaut. 

Die Creme eignet sich insbesondere zur Behandlung akuter bis 
subakuter atopischer Dermatitis ( Neurodermiti ts ) , akuten bis 
subakuten Kontaktekzemen , Psoriasis und der Altershaut sowie 
zur Nachbehandlung und Rezidivprophylaxe aller Ekzeme. 

Die Salbe und die Creme konnen auch in der Veterinarmedizin 
beispielsweise zur Behandlung ent ziindl icher und infizierter 
Hautkrankhei ten , wie Mastitis ( Euterent ziindung ) , verwendet 
warden . 

Hyperforin wirkt ab Konzentrat ionen von 100 ng/ml 
prol i f erat ionshemmend auf humane Kerat inozyten und 

Lymphozyten. Dariiber hinaus konnte nachgewiesen werden, daB 
Hypericin prol if erat ionshemmend auf Kerationzy ten (HaCaT) und 
T-2elien wirkt und in diesen Zellen Apoptose induzieren kann. 
Diese Wirkung wird teilweise durch die Bildung von 
Sauers tof f radikalen vermittelt . 

Wegen der moglichen Photosensibilisierung aufgrund des 
optionalen Hyperic in-Gehal ts der er f indungsgema/5en Salbe oder 
Creme wurde untersucht, ob die lokale Anwendung des 
er f indungsgemaBen Hyper ic in-haltigen Praparats zu 

sonnenbrandahnl ichen Erscheinungen fiihren kann. Diese 
Untersuchungen zeigten kein Sonnenbrandr is iko . 
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Die er f indungsgemaBe Saibe oder Creme hat den Vorteii, daB sie 
von der Grundiage her an verschiedene Hautzustande angepaBt 
werden kann . So eignet sich di.e Creme besonders zur Behandlung 
akuter und subakuter Dermatosen, die Salbe zur Behandlung 
chronischer Dermatosen. Daruber hinaus konnen sowohl 
fettlosliche (Hyperforin) als auch wasserlosliche (Hypericin) 
Wirkstoffe des Johannis krauts in eine Salben- bzw. 
Cremegrundiage eingearbei tet werden. Hierdurch kann eine 
iiberlegene Wirkung gegeniiber dem bekannten Johanniskrau tol 
erreicht werden. AuBerdem ist die Penetration der Wirkstoffe 
aus Creme- und Salbengrundl agen im Vergleich zu Olen besser. 

Durch die er f indungsgemaBe Salbe oder Creme zur Lokalen 
topischen Anwendung wird das Therapiespektrum ent zundl icher 
Hautkrankheiten , wie z,B. Neurodermitis , entscheidend 
bereichert. Insbesondere besteht die Moglichkeit der Reduktion 
der Cort ison-Therapie . 

Die beiliegende Figur 1 zeigt die antiproliferative Wirkung 
von Hyperforin auf die Tumorzell inien HT144 (humane Melanom- 
Metastase), A431 ( humanes Plattenepithelialkarzinom) , Jurkat 
(humanes leukamisches Lymphom) , 1F6 (humanes Melanom, 
Primartumor) und MT450 ( Ratten-Mammakar z inom ) (Beispiel 1). 

Figur 2 zeigt die Fahigkeit von Hyperforin Apoptose in den 
Tumorzell inien HT144 (humane Melanom-Metastase ) , A431 (humanes 
Plattenepithelialkarzinom) , Jurkat (humanes leukamisches 
Lymphom) , 1F6 (humanes Melanom, Primartumor) und MT450 
( Ratten-Mammakarzinom) zu induzieren (Beispiel 2). 

Figur 3 zeigt die Hyper for in-induzierte Apoptose durch 
selektive Aktivierung von Caspase 9 und 3 (Beispiel 5). 

Figur 4 zeigt die Fahigkeit von Hyper for in in v ivo das 
Tumorwachs tum von Mamma-Karz inomzellen in ahnlicher Wei se wie 
Taxol zu hemmen (Beispiel 6). 
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Figur 5 zeigt die prol i f erat lonsheinmende Wirkung der 
er f indungsgemaBen Creme im Vergleich zu Johann i s k rau t o l nach 
Anwendung an gesunden Probanden in vivo (Beispiel 9). 

Figur 6 zeigt die prol i f erationshemmende Wirkung von 
Hyperforin auf HaCaT-Zelien in vitro (Beispiel 13). 

Figur 7 zeigt die prol i f era t ionshemmende Wirkung von 
Hyperforin auf PBMC in vitro (Beispiel 14). 

Figur 8 zeigt die prol i f erat ionshemmende Wirkung einer auf 
Hyperforin s tandardis ierten Creme und einer Hyper for in-Creme 
im Vergleich zum immuns uppres s i ven Effekt einer 

Sonnens imulator-Bestrahlung (zweifache MED). Als Kontrolle 
wurde unbehandelte Haut getestet (Beispiel 15). 

Figur 9 zeigt die prol i f erat ionshemmende Wirkung von 
Hyperforin in vitro (Beispiel 16). 

Die nachf olgenden Beispiele sollen die Erfindung naher 
erlautern. Fiir die Beispiele 1-6 wurde kommerziell 
erhaltliches Hyperforin der Firma HWI Analytik, Rheinzabern, 
verwendet . Die Reinheit des Hyperforins betrug iiber 90%. In 
alien Versuchen wurde das Losungsmittel DMSO in der maximalen 
verwendeten Konzentrat ion getestet und zeigte keinerlei 
Effekte auf Proliferation oder Apoptoserate . 

Beispiel 1 

Die antiprr ferative Wirkung von Hyperforin auf menschliche 
und Ratten-Tuiuorzellen wurde in vitro untersucht. Hierzu 
wurdeii Tumorzellen der Tumorzel 1 inien HT144 (humane Melanom- 
Metastase), A431 (humanes Plattenepithelialkarzinom) , Jurkat 
(humane ^ leukamisches Lymphom), 1F6 (humanes Melanom, 
Primartumor) und MT450 ( Ratten-Mammakarzinom ) in einer 
Konzentrat ion von 1 x 10^ Zellen/ml in 9G-Well- 
"ikrot i terplatten in 1640-RPKx mit 10% fetalem Kalberserum 
(FCS) .nt 1% Penicillin/Streptomycin (alles Gibco) kultiviert 
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(37°C, 5% CO?) • Es wurde frisch in DMSO gelostes Hyperforin 
( HWI -Ana ] y t Lk ) in verse h i ecienen Konzentra t ionen fiir 24h 
dazugegeben . Dann wurde 1 MCuri.e/well '^H-Thymidin (Amersham) 
zugegeben und die inkorpor ierte Radioakt i vi ta t nach I8h in 
einem S z i n t i 1 1 a t ionscoun ter (Canberra-Packard) gemessen. Die 
gemessene Radioakt ivi tat ist proportional zur DNA-Rep 1 i ka t i.on 
der Ze 1 len , 

Aus Figur 1 ist ersichtlich, daB die Hyper for in-Konzent rat ion , 
bei der eine 50%-ige Wachs tumshemmung der Zellen auftrat 
(IC50)/ zwischen 5 und 15 |j.M lag. 

Beispiel 2 

Dieses Beispiel belegt, daB Hyperforin in Tumorzellen 
Apoptose, das heiJ^t den sogenannten programmierten Zelltod, 
induziert. Die Auslosung von Apoptose in Tumorzellen i_st fiir 
viele Zytostatika charakteris tisch und spricht fiir die 
Wirksamkeit von Hyperforin als Zytos tatikum . 

HT144 (humane Melanom-Metastase ) , A431 (humanes 

Plattenepi thel ialkar z inom ) Jurkat ( humanes 1 eukamisches 

Lymphom), 1F6 (humanes Melanom, Primartumor) und MT450 

(Ratten-Mammakarzinom) Tumorzellen wurden in einer 

Konzentrat ion von 1 x 10^ Zellen/ml in 96-Well- 

Mikrot iterplatten kultiviert. Nach Vorinkubat ion der Zellen 

fiir 24 h v>mrde Hyperforin in den in Figur 2 angegebenen 

Endkonzentrat ionen zupipettiert . Die Zellen wurden 

anschl ie/5end lysiert und mit einem Cell Death Detection 
PI us 

ELISA (Boehringer, Mannheim) auf niedermolekulare DNA- 

Fragmente untersucht. Hierzu wurde ein biot inyl ierter anti- 
Histon-Ant ikorper und ein Peroxidase-gekoppel ter anti-DNA- 
Ant ikorper verwendet und der Anteil an niedermolekularer DNA 
durch Bestimmung der Peroxidaseabsorpt ion bei 405 nm bestimmt. 

Die Ergebnisse sind in Figur 2 wiedergegeben , die die 
Extinktion bei 405 nm nach Abzug der unbehande 1 ten Kontrolle 
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darstellt. Es zeigt sich, daB Hyperforin dos i s abha ngig in 
alien Tumo rze 1 1 i n ien Apoptose induziert. 

Beispiel 3 

Mittels eines Z ytotoxi z i t a ts as s ays wurde der toxische Effekt 
von Hyperforin bei verschiedenen Konzentra t ionen auf die in 
den Beispielen 1 und 2 verwendeten Tumor ze 1 1 i n ien HT144, A431 
und Jurkat untersucht . Hierzu wurde die Membran in t-egr i ta t 
durch Trypanblau-Exkius ion bestimint:. Das Ergebnis ist in 
Tabelle 1 wiedergegeben , wobei die Angaben in % der 
unbehandel ten Zellen erfolgen. Toxische Effekte waren kaum 
nachweisbar^ dies bestatigt die spezifische Induktion von 
Apoptose durch Hyperforin. 

Tabelle 1 



Hyperforin Trypanblau-Exklus ion 

(ng/ml) (% der Zellen) 

HT144 A431 Jurkat 



0 100 100 100 

2,5 100 100 100 

5 100 100 100 

10 100 100 100 

20 100 95 100 

40 90 90 100 

80 80 90 100 
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Beispiei 4 



Das f oigende Beispiei belegt die apoptot i sche DNA- 
Fragmen t ierung durch Hyperforin und das bekannte Zytos tat ikum 
Taxol ais Vergleichssubs tanz . Die DNA-Fragment ierung wurde 
mittels DNA-Gelelektrophorese bestimmt. Als Tumorzel 1 inie 
wurde Jurkat ( Leukamie ) eingesetz t . 

Jeweils I x 10° Zellen wurden unbehandelt oder mit Hyperforin 
(40 mM) bzw. Taxol (10 nM) bei 37°C inkubiert . Apoptotische 
DNA-Fragmente wurden mittels NP 40-Lyse isoliert. Die Zellen 
wurden nach 4 Stunden bzw. nach 24 Stunden gewaschen und 
pelletiert. Das Zellpellet wurde fiir 10 Sek . mit Lysepuffer 
inkubiert (1% NP 40, Sigma; 20 mM EDTA, Sigma; 50 mM Tris-HCl, 
Sigma). Die Lysate wurden mit 1% SDS (Sigma) gemischt, 2 h mit 
Rnase (5 ^g/^l) (Boehringer) bei 56°C inkubiert und mit 
Proteinase K (Sigma) (2,5 lag/fil) fiir 2 h bei 37°C verdaut . 
Nach Zugabe von 10 M Ammoniumacetat wurde die DNA mit 100% 
Ethanol bei -20°C gefallt und mittels Gelelektrophorese auf 1% 
Agarose gel en analys iert . 

Die Ergebnisse sind in Tabelle 2 wiedergegeben . Es zeigte 
sich, daB Hyperforin im Vergleich zu Taxol schneller Apoptose 
in Turmorzellen induziert, da diese bereits nach 4 Stunden 
voll ausgebildet war . 
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Tabelle 7. 



Unbehandel te Fiyperforin Taxol 
Zellen ( 40 uM) ( 10 mM 



4 Stunden - 
24 Stunden - ++ 



- stark positiv 
+ = positiv 

^ negativ 

Beispiel 5 

Um einen moglichen Wirkmechanismus der Apoptose- Indukt ion 
durch Hyperforin nachzuweisen , wurde die Aktivitat 
unterschiedl icher Caspasen in Tumorzellinien untersucht. Die 
Aktivierung von Caspasen kann durch verschiedene 
Signal transduktions-Mechanismen erfolgen und fiihrt iiber die 
Aktivierung von Ef f ektor-Caspasen (z.B. Caspase 3) zur 
Induktion des programmierten Zelltodes. Die Aktivitat der 
Upstream-Caspase 9, der Downs tream-Caspase 8 und der Effektor- 
Caspase 3 wurden mittels kommerziell erhaltlicher Caspase-Kits 
(R&D Systems) gemessen. MT450 Zellen wurden in einer 
Konzentrat ion von 1 Mio . Zellen/ml ohne oder mit Hyperforin 
(Endkonz. 50 ^M) fur 24h inkubiert. Danach wurden die Zellen 
abzent ri f ugiert , der Uberstand abgenommen und die Zellen 
mittels Lysepuffer lysiert. Das Zellysat wurde jeweils mit 
einem fur die Caspase spezifischen Substrat inkubiert und das 
an einem Farbstoff gekoppelte Spaltprodukt photomet r i sch im 
ELISA-Reader detektiert . 

Die Beeinf lussung der Caspase-Akt ivitat ist in Figur 3 relativ 
zur unbehandel ten Kontrolle (Kontrolle = 1) dargestellt. Es 
zeigt sich, daJ3 Hyperforin zu einer Auf regulation von Caspase 
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9 und Caspase 3 fiihrt, nicht jedoch zur Aktivierung von 
Caspase 8 . 



In vivo wurde der Effekt von Hyperforin auf das Wachst-.um von 
MT450-ZeHen ( Mamma-Karzinom ) bei Ratten untersucht . Zuid 
Vergleich wurde eine Behandlung mit gleichen Konzen t ra t ionen 
des Zytostat ikums Taxol durchgef lihrt . Jede Behand iungsgruppe 
bestand aus 8 Versuchs t ieren , die Behandlung erfolgte verdeckt 
(Blindversuch) . Pro Tier wurden je 1 Mio. Tumorzelien 
injiziert. Nach 3 Wochen mirde mit der intra tumoralen 
Injektion begonnen. Die Injektion erfolgte taglich mit je 100 
des Losungsmittels (10% DMSO in PBS), des Hyperforins (500 
[xq in 10% DMSO/PBS) oder des Taxols (500 ^g in 10% DMSO/PBS). 
Das Tumorvolumen wurde planimetrisch vom Beginn der 
Tumorin jektion (Tag 0) bis zum AbschluH der Behandlung (Tag 
30) 8 mal gemessen und in Figur 4 als Wachs tumskurve 
(Mittelwert +/- Standardabweichung ) aufgetragen. Es zeigt 
sich, dafi Hyperforin im selben MaBe wie Taxol in vivo 
signifikant das Wachstum von MT405-Zellen hemmt . 



Eine Johanniskrautsalbe wurde nach folgender Rezeptur 
hergestellt ( Angaben in Gew. -% ) : 



Beispiel 6 



Beispiel 7 



WeiBe Vaseline 



50.0 



Dickfliissiges Para f fin 



9.0 



Wol Iwachs 



25.0 



Ascorbylpalmi tat 
Johanniskrautextrakt 



1 . 0 



15 . 0 



100 



Die Vaseline, das dickflussige Paraffin und das Wol Iwachs 
wurden im Wasserbad auf GO^'C erwarmt und gemischt . Man lieB 
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unter Riihren abkiihlen, wobei das Ascorby ipa Imi ta t 
eingearbe i tet wurde, und nach dem Abkiihlen wurde das 
Johann i 5 krautext rakt ( Ges amtex t rakt der Firma Caeio 

(Hyperforin 240 Mg/ml, Hypericin 300 fag/ml) ei ngearbe i. te t . Die 
so erhaltene Salbe enthielt 36 ug/ml Hyperforin und 45 Mg/ml 
Hyper i c i n . 

Beispiel 8 

Nach folgender Rezeptur wurde eine Johann i s krau tc reme 
hergestellt (Angaben in Gew.-%): 



WeiBe Vaseline 20.0 

Glycerolmonos tearat 60 4.0 

Cetylalkohol 6 . 0 

Mittelkett ige Triglyceride 8.0 

Gelbes Wachs 4.0 

Propylenglykol 10 . 0 

Macrogol- lOOO-glycerolmonostearat 7 . 0 

Z itronensaure 1.0 

Destilliertes Wasser 30.0 

Johanniskrautextrakt 10 . 0 



100 



Die Vaseline, das Glycerolmonos tearat 60, der Cetylalkohol, 
die mi ttelkett igen Triglyceride und das gelbe Wachs wurden im 
Wasserbad auf 60°C erhitzt und gemischt . Separat wurde das 
Macrogol - lOOO-glycerolmonostearat , das Propylenglykol , das 
Wasser und die Z itronensaure im Wasserbad auf 60°C erhitzt und 
dann in die erste Mischung eingearbeite t . Es wurde bis zum 
Erkalten geriihrt und anschlieBend wurde der 

Johanniskrautextrakt ( Gesamtext r akt der Firma Caelo 
(Hyperforin 240 ug/ml. Hypericin 300 ug/ml)) eingearbeitet . 
Die so erhaltene Creme enthielt 24 [iq/ml Hyperforin und 30 
fjig/ml Hypericin. 
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Reispiel 9 



Zur Herstellung einer Hyper forin-Sa Ibe bzw. -Creme mit hoherer 
Wirkstof fkonzentration wurde ein mit Neutralol versetzter 
Extrakt der Firma Flavix (Rehlingen) mit einem 
Hyperforingehalt von 20 Gew.-°s {20 g/100 g) verwendet . Hierzu 
wurden 5 g des Kxtrakts in 10 ml 70%-igem Ethanol aufgelost, 
um eine Ausgangs losung mit einer Hyperf orinkonzentra t i on von 
100 mg/ml zu erhalten. Diese Ausgangs losung wurde an Stelle 
des Johanniskrautextrakts der Firma Caelo in der in Beispiel 7 
bzw. 8 beschriebenen Weise in eine Salben- bzw. Cremegrundlage 
eingearbeitet. Es wurden Salben und Cremen fol gender 
Rezepturen hergestellt (Angaben in Gew.-%): 



a) Salbe 





1% Hyperforin 


0,1% Hyperforin 


Weifie Vaseline 


50,0 


50,0 


Dickf liissiges Paraffin 


9,0 


9,0 


Wollwachs 


30,0 


39,0 


Ascorbylpalmitat 


1,0 


1,0 


Ausgangs losung 


10,0 


1,0 




100,0 


100 , 0 
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b) Creme 





1% Hyperforin 


0,1% Hyperforin 


WeiBe Vaseline 


20,0 


20 , 0 


Glyceroimonostearat 


4 , 0 


4,0 


Cety lal koho 1 


6 , 0 


6 , 0 


Mittelkettige 
Triglyceride 


8 , 0 


17,0 


Gelbes VJachs 


4,0 


4,0 


Propy lenglykol 


10,0 


10,0 


Macrogol-1000- 
glycero Imonostearat 


7,0 


7,0 


Z itronensaure 


1,0 


1,0 


Des ti 1 1 iertes Wasser 


30 , 0 


30 , 0 


Ausgangslosung 


10 , 0 


1,0 




100,0 


100,0 



Beispiel 10 

Die immunomodulatorischen Wirkungen der er f indungsgemafien 
Praparation auf die Haut vmrden ex vivo am Menschen (3x4 
Probanden) nach Anwendung der Johanniskrautsalbe aus Beispiel 
7 im Vergleich zu Johanniskrautol untersucht. Hierzu wurden 
bei freiwilligen Probanden unterschiedl ich behandelte 
Hautproben entnommen und es wurde untersucht, ob die Fahigkeit 
epidermaler Langerhans-Zellen, Antigen zu prasent ieren , 
beeinfiuBt wird. 

Im einzelnen wurde folgende MECLR (mixed epidermal cell 
leukocyte reaction) durchge f iihrt : Bei jeweils 4 Probanden 
wxirden an den Unterarm-Beugesei ten runde Testfelder mit 2 cm 
Durchmesser mit Johanniskrautol, Johanniskrautcreme oder der 
Behand ungsgrundlage behcindel^ und der Effekt im Vergleich zu 
unbehandel ter Haut untersucht. 100 ^il der Tes tsubstanzen 
vmrden fur 24h in Epikutantes tkammern appliziert. Danach 
wTjrden die Riickstande entfernt und mittels eines Vakuums 
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epidermale Saugblasen erzeugt . Das Blasendach wurde sterii mit 
dem Skalpell abprapariert und es wurde durch Tryps inbehandlung 
eine Ep Lderma 1 zel 1 suspens ion (EC) hergesteUt. 50.000 EC 
wurden mit 150.000 T-Zellen ( TC ) in RPMI-1640 mit 10% fotalem 
Kalberserum (FCS) mit 1% Penicillin/Streptomycin (alias Gibco) 
in 96-well Flachboden Mikrot iterplatten (Greiner) fur 6 Tage 
kokultiviert {37°C, 5% CO2) ■ Oann wurde 1 ^Curie/ well -'H- 
Thymidin (Ajnersham) zugegeben und die inkorpor ierte 
Radioaktivitat in einem Szintillationscounter (Canberra- 
Packard) gemessen. Die gemessene Radioaktivitat ist 
proportional zur ONA-Repiikation der Zellen. 

Diese untersuchungen zeigten, daB es durch die 
erf indungsgemaBe Johanniskrautsalbe zu einer 

Proliferationshemmung kommt. Bei der Anwendung von 
Johanniskrautol hingegen kommt es zu einer 

Proliferationssteigerung (Figur 5). 

Diese Ergebnisse sprechen fur eine antientziindliche Wirkung 
der erf indungsgemaften Johanniskrautsalbe, die beim 01 nicht 
nachweisbar war. 

Beispiel 11 

Bei einem Patienten mit Ekzem wurde in einem Halbseitenversuch 
-in Unterschenkel fiir zwei Wochen mit Johanniskrautol, der 
andere mit der er f indungsgemaBen Johanniskrautsalbe gemaB 
Beispiel 7 behandelt. Der mit der Salbe behandelte 
Unterschenkel war bei der Kontrolle sehr gut gebessert, der 
.;_t 01 behandelte Unterschenkel eher verschlechtert . 

Beispiel 12 

Es wurden 4 Patienten mit verschiedenen lokal is ierten 
Ekzemformen behandelt. Nach Aufklarung und Einwilligung 
erfolgte eine Fotodokument ion und die Patienten fiihrten uber 2 
:?or-on eine Monotherapie mit der erf indungsgemaBen Salbe 
lur^ ranach wurde eine erneute Fotokokumentat ion 
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durchgef lihrt . Bei zwei Patienten kam es zu einer vol is tiandigen 
Abheilung, bei den anderen Patienten zu einer deutlichen 
Besserung des Befundes. Die Ergebnisse dieser Behandlung smd 
in Tabelle 3 zu s ammenge f al3t . 

Tabelle 3 



Nr. 


Geschlecht 


Diagnose 


Behandlung 


Therapieer f olg 


1 


weibl ich 


Beugenekzem 


Hyper icum-Creme 


abgehei 1 t 


2 


mannl ich 


Handekzem 


Hyper icum-Cr erne 


gebessert 


3 


weibl ich 


Neurodermi t IS 
Arme 


Hyper icum-Creme 


abgehei 1 t 


4 


weibl ich 


Prurigo 
Unterschenkel 


Hyper icum-Creme 


gebessert 



Beispiel 13 



Dieses Beispiel zeigt die prol if erationshemmende Wirkung von 
Hyperforin auf Kerat inozyten . HaCaT-Zellen wurden in 
Keratinozyten-Medium mit 10% fotalem Kalberserum ( FCS ) mit 1 % 
Penicillin/Streptomycin (alles Gibco) kultiviert (37^ C, 5% 
CO2) . Subkonf luente Kulturen wurden mit EDTA-Trypsin (Gibco) 
abgelost, 3x in PBS gewaschen und in einer Dichte von 
20.000/well in 96-well Flachboden Mikrotiterplatten (Greiner) 
weiter fiir 24h kultiviert (bis zur Adharenz ) . Danach wurde 
frisch in DMSO gelostes Hyperforin (HWI-Analytik ) fiir 24h 
dazugegeben. Dann wurde 1 uCurie/well ^H-Thymidin (Amersham) 
zugegeben und die inkorpor ierte Radioakt ivitat in einem 
Szinti 11 at ions counter ( Canberra -Packard ) gemessen . Die 
gemessene Radioakt ivitat ist proportional zur DNA-Repl ikation 
der Zellen. Die Ergebnisse fiir Hyperf or inkonzentrat ionen von 0 
bis 100 ug/ml sind in Figur 6 wiedergegeben w ^ei cpm counts 
per minute bedeutet. Es zeigt sich, da/5 es bei einer 
Hyper forinkonzentration von 100 yig/ml zu einer praktisch 
vollstandigen Prol i f era t ionshemmung kommt . 
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Reispiel 14 

Dieses Beispiel zeigt die prol i f erationshemmende Wirkung von 
Hyperforin auf mononukleare Zellen des peripheren Blutes 
(PBMC). PBMC wurden durch Dichtegradient-Zentri f ugat ion mit 
Ficoll (Seromed) aus heparinisiertem Blut gewonnen. Die PBMC 
wurden 3x in PBS gewaschen und in RPMI-1640 mit 10% fotalem 
Kalberserum (FCS) mit 1% Penicillin/Streptomycin (aUes Gibco) 
in einer Dichte von 200.000/well in 96-well Flachboden 
Mikrotiterplatten (Greiner) fur 24h kultiviert (37° C, 5% 
CO2) . Danach wurden die Zellen mit 1 ^g/ml Phytohamagglutinin 
(PHA) (Wellcome) stimuliert und es wurde frisch in DMSO 
gelostes Hyperforin ( HWI -Analyt ik ) fiir 24h dazugegeben . Dann 
wurde 1 uCurie/well ^H-Thymidin (Amersham) zugegeben und die 
inkorporierte Radioaktivitat in einem Szintil lat ionscounter 
(Canberra-Packard) gemessen. Die gemessene Radioaktivitat 1st 
proportional zur DNA-Replikation der Zellen. Die Ergebnisse 
fiir Hyperf orinkonzentrationen von 0 bis 100 ug/ml sind in 
Figur 7 wiedergegeben , wobei cpm counts per minute bedeutet . 
Es zeigt sich, daI5 bereits geringe Konzentrationen von 
Hyperforin proliferationshemmend auf PBMC wirken und es bei 
einer Konzentration von 100 ng/ml zu einer praktisch 
volls tandigen Prolif erationshemmung kommt . 

Beispiel 15 

Dieses Beispiel zeigt eine immumnodulatorische Wirkung von 
Hyperf orin-Creme mit hohem Hyperf orinanteil in vivo. Es konnte 
durch Experimente mit auf gereinigtem Hyperforin gezeigt 
werden, daB diese immunmodu latorische Wirkung auf Hyperforin 
zuriickzuf iihren ist. 

Die immunmodulatorische Wirkung der erf indungsgemafien Creme 
wurde ex vivo am Menschen ( je 4 Probanden) getestet. Hierzu 
wurden unterschiedl ich behandelte Hautproben entnommen und es 
wurde untersucht, ob die Fahigkeit epidermaler Langerhans- 
Zellen, Antigen zu prasentieren beeinfluBt wird. Im einzelnen 
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wurde dies m einer MECLR (mixed epidermal cell leukocyte 
reaction) untersucht: Bei Je 4 Probanden wurden an der 
Unterarm-Beugesei te runde Testfelder mit 2 cm Durchmesser mit 
Hyper 1 cum- Cr erne (mit 2 4 fig /ml Hyper fori n und 3 0 ^g^ml 
Hypericin), mit Hyper for i n -Creme (24 ^g/ml ) oder mit 
Sonnens imulator-Bestrahlung (144 J/cm^) behandelt. Als 
Kontroilen dienten unbehandelte Haut und Anwendung des 
Vehikels ohne Wirkstoffe. 100 m1 der Tes tsubs tanzen wurden fiir 
24h in Epi ku t ant es tkammern appliziert. Danach wurden die 
Riickstande entfernt und mittels eines Vakuums eine epidermale 
Saugblase erzeugt . Das Blasendach wurde steril mit dem 
Skalpell abprapariert und es wurde durch Tryps inbehand 1 u ng 
eine Ep iderma 1 zel 1 suspens ion (EC) hergestellt. 50.000 EC 
wurden mit 150.000 TC (T-Zelien) in 1640-RPMI mit 10% fotaiem 
Kalberserum (FCS) mit 1% Penicillin-Streptomycin in 96-well 
Flachboden Mikrot iterplatten (Greiner) fur 6 Tage kokultiviert 
(37°C, 5% CO2). Dann wurde 1 ^Curie/well ^H-Thymidin 
(Amersham) zugegeben und nach 18h die inkorpor ierte 
Radioakt ivitat in einem Szintillationscounter (Canberra- 
Packard) gemessen. Die gemessene Radioakt ivitat ist 
proportional zur DNA-Repl ika t ion der Zellen. 

Die Ergebnisse (Figur 8) zeigen, daB die Hyperf orin-halt ige 
Johanniskrautcreme und die Hyper for in-Creme eine signifikante 
Hemmung der Proliferation in der GroBenordnung der Bestrahlung 
mit dem Sonnensimulator bewirken. 

Beispiel 16 

■.^ses Beispiel zeigt die prol i f erat ionshemmende Wirkung von 
Hyperfor n in vitro. In alien Fallen wurde reines Hyperforin 
der Firma HWI-Analytik ( Rheinzabern ) verwendet . Die Reinheit 

es Hyperforins betrug > 90%. In alien in vit ro-Versuchen 
wurde das Ldsungsmi ttel DMSO in der maximalen verwendeten 
Konzentrat n getestet und zeigte keinen Effekt auf 
Proliferation und Vitalitat der Zellen. Es wurden normale 
Hautproben gesunder Probanden entnommen, diese wurden in vitro 
mit Hyperforin inkubiert und es wurde untersucht, ob die 
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Fahigkeit ep iderma ler Langerhans-Zel len , Antigen zu 
prasentieren beeinfluBt wird. 

Dies wurde wie in Beispiel 14 in einer MECLR (mixed epidermal 
cell leukocyte reaction) untersucht: Bei je 4 Probanden wurden 
an der Unterarm-Beugeseite mittels eines Vakuums epidermale 
Saugblasen erzeugt. Das Blasendach wurde steril mit dem 
Skalpell abprapariert und es wurde durch Trypsinbehandlung 
eine Epiderma 1 ze 1 Isuspens ion (EC) hergestellt. Es wurde 
jeweils ein Teil der EC oder TC fur 24h mit 24 Mg/ml 
Hyperforin inkubiert. Danach wurden die Zellen gewaschen, und 
es wurden 50.000 EC mit 150.000 TC (T-Zellen) in 1640-RPMI mit 
10% fotalem Kalberserum (FCS) rait 1% Penicillin-Streptomycin 
in 96-well Flachboden Mikrot i terplat ten (Greiner) fiir 6 Tage 
kokultiviert (37°C, 5% CO2 ) - Dann wurde 1 uCurie/weil H- 
Thymidin (Amersham) zugegeben und nach 18h die inkorporierte 
Radioaktivitat in einem Szintillationscounter (Canberra- 
Packard) gemessen. Die gemessene Radioaktivitat 1st 
proportional zur DNA-Replikation der Zellen. 

Die Ergebnisse (Figur 9) zeigen, daB Hyperforin sowohl auf EC 
als auch auf TC eine signifikante Hemmung der Proliferation 
bewirkt . 
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Pa ten tanspriiche 

1. Verwendung von Hyperforin zur Hersteilung ernes 
Arzneimi tteis zur Behandlung von Krebserkrankungen und/'oder 
Prakanzerosen . 

2. Verwendung nach Anspruch 1 zur Behandlung von Lymphomen 
und/oder Leukamien , 

3. Verwendung nach Anspruch 1 zur Behandlung von Metastasen, 
ins be sonde re Melanom-Metas tasen . 

4. Verwendung nach Anspruch 1 zur Behandlung von 
epithelialen Tumoren und/oder epithelialen Prakanzerosen. 

5. Topische Salbe oder Creme, enthaltend mindestens 15 (ag/ml 
Hyperforin . 

6. Salbe oder Creme nach Anspruch 5, enthaltend 0,02-20 
mg/inl, bevorzugt 1-20 mg/ml Hyperforin. 

7. Salbe oder Creme nach einem der Anspriiche 5 oder 6, 
enthaltend zusatzlich mindestens 15 fig/ml Hypericine. 

8. Salbe oder Creme nach Anspruch 7, enthaltend mindestens 5 
Gew.-% Johanniskrautextrakt , der mindestens 200 |ag/ml 
Hyperforin und mindestens 200 fig/ml Hypericine enthalt- 

9. Salbe oder Creme nach Anspruch 8^ worin der 
Johanniskrautextrakt 200-100.000 Mg/ml, bevorzugt etwa 1000 
fig/ml Hyperforin und 200-2000 Mg/ml Hypericine enthalt. 

10. Salbe oder Creme nach Anspruch 8 oder 9, worin der 
Johanniskrautextrakt 20-60 % v/v Ethanol enthalt. 
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11. Salbe nach einem der Anspriiche 7-10, enthaltend etwa 15 
Gew.-% Johanniskrautext rakt sowie eine iibliche 
Salbengrundlage. 

12. Creme nach einem der Anspriiche 7-10, enthaltend etwa 10 
Gew.-% Johanniskrautextrakt sowie eine ubliche Cremegrundlage . 

13. Verfahren zur Herstellung einer topischen Salbe oder 
Creme nach einem der Anspriiche 5-12, worin man Hyperforin und 
gegebenenf al Is Hypericine oder einen Johanniskrautextrakt, der 
mindestens 200 Mg/ml Hyperforin und mindestens 200 ^g/ml 
Hypericine enthalt, so mit iiblichen pharmazeut isch 
vertragl ichen Hilfsstoffen vermischt, daB man eine Salbe oder 
Creme mit einem Mindes tgeha 1 t von 15 Mg/ml, bevorzugt 1-20 
mg/ml Hyperforin und gegebenenf alls 15 fag/ml Hypericine 
erhal t . 

14. Verwendung einer Salbe oder Creme nach einem der 
Anspriiche 5-12 zur Behandlung von Krebserkrankungen , 
Prakanzerosen , entzlindl ichen Hautkrankheiten , Altershaut oder 
bakter iel len Haut inf ektionen . 

15 . Verwendung nach Anspruch 14 , worin eine Salbe nach einem 
der Anspriiche 5-11 zur Behandlung von chronischen, auch 
super inf izier ten Ekzemen, Exsikkat ionsekzemen, 
hyperkeratot ischen Hand- und FuBekzemen, einer subakuten bis 
chronischen atopischen Dermatitis ( Neurodermitis ) , Lichen 
simplex, Kontaktekzemen , Prurigo simplex subacuta und anderen 
Prurigo-Arten und Psoriasis vulgaris vom Plaque-Typ sowie 
Altershaut verwendet wird . 

15. Verwendung nach Anspruch 14, worin eine Creme nach einem 
der Anspriiche 5-10 oder 12 zur Behandlung einer akuten bis 
subakuten atopischen Dermatitis ( Neurodermit is ) , eines akuten 
bis subakuten Kontaktekzems , Psoriasis guttata, der Altershaut 
Oder zur Nachbehandlung und Rez idivprophylaxe aller Ekzeme 
verwendet wird. 



wo 00/30660 




PCTAEP99/09067 



17. Verv;endung nach Anspruch 
entzundlichen superxnfizierten 
Ve te r i na rmed i z in . 



14, zur Be hand lung von 
Hauter kr a nkungen in der 



18. Verfahren zur Behandlung von Krebser krankungen Lind,'cder 
Prakanzerosen durch Verabre i chung von Hyperforin. 

19. Verfahren zur Behandlung von Krebse r kran kungen , 
Prakanzerosen, entzundlichen Hau t krankhei ten , Altershaut oder 
bakteriellen Hautinf ekt ionen durch Auftragen einer Salbe oder 
Creme nach einem der Anspriiche 5-12 auf die Haut . 
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Figur 2 
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Figur 3 
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Figur 5 
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Figur 8 
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Figur 9 




